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(54) Title: DEVICE FOR DETECTING BIOCHEMICAL OR CHEMICAL SUBSTANCES BY FLUORESCENCE EXCITATION AND 
METHOD FOR ITS PRODUCTION 

(54) Bezeichnung: ANORDNUNG ZUR DETEKTION BIOCHEMISCHER ODER CHEMISCHER SUBSTANZEN MITTELS FLUO- 
RESZENZLICHTANREGUNG UND VERFAHREN ZU DESSEN HERSTELLUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to a device for detecting biochemical or chemical 
substances by fluorescence excitation and a method for its production. This 
method can be applied in various areas, for example in biotechnology, 
molecular biology, in the development of pharmaceuticals as well as for 
analysing various chemical substances. With this relatively simple device, 
detection of a large number of samples can be carried out quickly and with a 
high degree of precision. To this end, a plate-shaped substrate (1) with locally 
denned structure is used for detecting the different samples (5). A lens array 
(2) fitted on detector side and configured in accordance with the structure is 
preferably used to image the fluorescent light of the different samples on a 
detector array. A detector array adapted to the structure of the substrate can 
also be placed or mounted on the substrate. 
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Die Erfindung betrifft eine Anordnung zur Detektion biochemischer oder 
chemischer Substanzen mittels Fluoreszenzlichtanregung und ein Verfahren zu deren Herstellung, das auf verschiedenen Gebieten, wie z.B. 
in der Biotechnologie, der Molekularmedizin, bei der Pharmaentwicklung und auch bei der Analyse verschiedener chemischer Substanzen 
eingesetzt werden kann. Der Erfindung soli ein relativ einfacher Aufbau die Moglichkeit erschlieflen, mit hoher Genauigkeit die Detektion 
an einer groBen Anzahl von Proben in sehr kurzer Zeit durchfOhren zu kflnnen. Hierftlr wird ein plattenfftrmiges Substrat (1) zur Detektion 
verschiedener Proben (5) lokal definiert strukturiert ausgebildet. Vorteilhaft kann detektorseitig ein der Strukturierung entsprechend 
ausgebildetes Linsenarray (2) zur Abbildung des Fluorcszenzlichtes der verschiedenen Proben auf einem Detektorarray verwendet werden. 
Es besteht aber auch die MOglichkeit, ein der Strukturierung des Substrates angepaBtes Detektorarray auf das Substrat aufzusetzen bzw. 
dort anzuordnen. 


LEDIGUCH ZUR INFORMATION 


Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die intemationale Anmeldungen gemass dem 
PCT verdffentlichen. 


AL 

Albanicn 

ES 

Spanien 

LS 

Lesotho 

SI 

Slowenicn 

AM 

Armenlen 

fi 

Finnland 

LT 

Litauen 

SK 

Slowakei 

AT 

Osterreich 

FR 

Frankreich 

LU 

Luxemburg 

SN 

Senegal 

AU 

Australien 

GA 

Gabun 

LV 

Lettland 

SZ 

Swaziland 

AZ 

Aserbaidschan 

GB 

Vereinigtes Kfinigreich 

MC 

Monaco 

TD 

Tschad 

BA 

Bosnien-Herzegowina 

GE 

Georglen 

MD 

Republik Moldau 

TG 

Togo 

BB 

Barbados 

GH 

Ghana 

MG 

Madagaskar 

TJ 

Tadschikistan 

BE 

Belgien 

GN 

Guinea 

MK 

Die ehemallge jugoslawische 

TM 

Turkmenistan 

BF 

Burkina Faso 

GR 

Griechenland 


Republik Mazedonien 

TR 

Tttrkei 

BG 

Bulgarien 
Benin 

HU 

Ungam 

ML 

Mali 

TT 

Trinidad und Tobago 

BJ 

IE 

Maud 

MN 

Mongolei 

UA 

Ukraine 

BR 

Brasilien 

IL 

Israel 

MR 

Mauretanien 

UG 

Uganda 

BY 

Belarus 

IS 

bland 

MW 

Malawi 

US 

Vercinigte Staaten vo 

CA 

Kanada 

IT 

Italien 

MX 

Mexiko 


Amerika 

CF 

Zentralafrikanische Republik 

JP 

Japan 

NE 

Niger 

uz 

Usbekistan 

CG 

Kongo 

KE 

Kenia 

NL 

Niedcrlande 

VN 

Vietnam 

CH 

Schweiz 

KG 

Klrgisistan 

NO 

Norwegen 

YU 

Jugoslawien 
Zimbabwe 

CI 

C6te d'lvoirt 

KP 

Demokratische VoBcsrepublik 

NZ 

Neuseeland 

ZW 

CM 

Kamcrun 


Korea 

PL 

Polen 



CN 

China 

KR 

Republik Korea 

PT 

Portugal 



CU 

Kuba 

KZ 

Kasachstan 

RO 

Rumanien 



CZ 

Tschechische Republik 

LC 

Sl Lucia 

RU 

Russische Federation 



DE 

Deutschland 

U 

Liechtenstein 

SD 

Sudan 



DK 

DSnemark 

LK 

Sri Lanka 

SE 

Schweden 



EE 

Estland 

LR 

Liberia 

SG 

Singapur 




WO 98/57151 


PCT/EP98/03535 


15 

Anordnung zur Detektion biochemischer oder chemischer 
Substanzen mittels Fluoreszenzlichtanregung 
und Verfahren zu dessen Her stel lung 

20 Die Erfindung betrifft eine Anordnung zur Detektion 

biochemischer oder chemischer Substanzen mittels 
Fluoreszenzlichtanregung und Verfahren zur Herstel- 
lung einer solchen Anordnung. Die erf indungsgemaBe 
Anordnung ist auf verschiedenen Gebieten, wie z.B. in 

25 der Biotechnologie, der Molekularmedizin , bei der 

Pharmaentwicklung und auch bei der Analyse verschie- 
dener chemischer Substanzen einsetzbar. 

Seit geraumer Zeit werden die verschiedensten opti- 
30 schen Verfahren und Systeme z.B. bei der Erforschung 

verschiedener biologischer Systeme und Prozesse, in 
der Mikrobiologie, der Molekularmedizin eingesetzt. 
Dabei werden h£ufig Spektrometer verwendet, die einen 
relativ hohen Informationsgehalt mit entsprechend 
35 hoher Genauigkeit bei ihrer Anwendung ermoglichen. 

Spektrometer sind jedoch fur viele auftretenden Rou- 
tineuntersuchungen ungeeignet, da eine aufwendige 
Preparation der einzelnen Proben erforderlich ist f 
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die fur die Messungen benotigten Zeiten zu lang sind 
und zur Denaturiefung der Proben fuhren konnen. 


Ftir viele Anwendungsf £lle sind Losungen gefordert, 
5 mit denen eine schnelle, genaue und preiswerte Analy- 

se einer sehr groBen Anzahl von Proben (in einer Gro- 
Benordnung von ca. 10 6 ) durchgef uhrt werden konnen. 
Solche Anwendungen sind beispielsweise DNA-Bibliothe- 
ken. 

10 

Fur die Analyse bzw. Detektion wurden bisher ver- 
schiedene MeBverfahren angewendet. So wurde bei- 
spielsweise die Absorptionsanderung, die Brechzahl- 
cinderung oder das angeregte Fluoreszenzlicht be- 

15 stimmt. Bei der Messung der Intensitat von Fluores- 

zenzlicht kann das Anregungslicht und das modifizier- 
te Fluoreszenzlicht parallel oder senkrecht zueinan- 
der geleitet werden. Werden die beiden verschiedenen 
Lichtarten senkrecht zueinander geleitet, wird die 

20 Ausbildung eines evaneszenten Feldes an einem Wellen- 

lichtleiter ausgenutzt. Diese Form wird z.B. fur den 
Nachweis von Antigen-Antikorper-Reaktionen ausge- 
nutzt. Bei diesen sogenannten "solid-phase fluoroim- 
munoassays" werden nachweisspezif ische Antikorper auf 

25 einer Sensoroberf lache immobilisiert . Der Analyt (An- 

tigen) wird an einen entsprechenden Antikorper gebun- 
den und kann dann, entweder direkt oder unter Verwen- 
dung eines Markierungsstof f es durch das evaneszente 
Feld f luoresziert, nachgewiesen werden. Die Anregung 

30 der Fluoreszenz durch das evaneszente Feld eines Wel- 

lenleiters bietet den Vorteil, daB die Eindringtief e 
des evaneszenten Feldes begrenzt ist (ca. 100 bis 200 
nm) und dadurch lediglich die direkt an der Sensor- 
flSche gebundenen Analyten oder Markierungsstof fe 

35 angeregt werden. Das fiihrt dazu, daB die meBbare In- 
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tensitSt des Fluoreszenzlichtes ein direktes MaB fur 
die Anzahl bzw. den Anteil an gebundenem Analyt bzw. 
Markierungsstof f ist und aus diesem Grunde auf zu- 
satzliche Sptilvorgange, uxn ungebundene Markierungs- 
5 stoffmolekttle zu entfernen, verzichtet werden kann. 

Fiir solche Lichtwellenleiter konnen sowohl Lichtleit- 
fasern als auch Schichtwellenleiter eingesetzt wer- 
den. Lichtleitfasern haben den Vorteil, daB entspre- 

10 chende Sensoren bzw. Vorrichtungen einfach und 

kostengiinstig herstellbar sind. Sie konnen an nahezu 
beliebigen und auch schwer zug&nglichen Orten einge- 
setzt werden und die MeBsignale sind tiber bestimmte 
Entfernungen ohne weiteres optisch ubertragbar. So 

15 ist es beispielsweise aus US 4, 447 , 546 und 

US 4,909,990 bekannt, daB Lichtleitfasern fur ent- 
sprechende Verfahren zwar prinzipiell einsetzbar 
sind, in der Regel jedoch ebene Schichtwellenleiter 
verwendet werden. 

20 

Die ebenen Schichtwellenleiter haben den Vorteil, daB 
die verschiedensten zur Analyse anstehenden Substan- 
zen und gegebenenf alls erforderliche Immobilisie- 
rungsschichten einfach aufgebracht und strukturiert 

25 werden kdnnen. MSgliche Verfahren hierzu sind z.B. 

Schleudem, GieBen, Sputtern oder bekannte Vakuumbe- 
dampfungsverf ahren. AuBerdem konnen mehrere einzelne 
Sensoren aus einer einzigen groBen Platte hergestellt 
werden, wobei die so hergestellten Sensoren nahezu 

30 gleiche Eigenschaf ten aufweisen. Ein weiterer Vorteil 

solcher Sensorstrukturen besteht darin, daB sie sehr 
stabil und demzufolge auch gut handhabbar sind. Es 
k6nnen die verschiedensten Schichtmaterialien einfach 
aufgebracht und strukturiert werden. Dabei konnen die 

35 verschiedensten Metalle, Glaser und Polymere einge- 
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setzt werden. 

Ebene plattenf ormige Gebilde konnen ohne wei teres in 
Nachweisger&te eingesetzt und dort die optischen MeB- 
5 verfahren durchgefiihrt werden. 

Die Herstellung und Strukturierung solcher ebenen 
Gebilde ist durch den Vorlauf aus der Mikroelektro- 
nikfertigung bewShrt und demzufolge auch mit relativ 
10 geringen Kosten verbunden. 

Biologische Sensorstrukturen , die die Ausbildung eva- 
neszenter Felder fur die Fluoreszenzlichtanregung 
ausnutzen, sind beispielsweise von S. Sjolander und 

15 C. Urbaniczky: Integrated Fluid Handling System for 

Biomolekular Analysis, Anal* Chem. , 63 81991) 2338 - 
2345 und R. Cush et al: The resonant mirror: a novel 
optic biosensor for direct sensing of biomolecular 
interactions. Part 1: priciples of operation and as- 

20 sociated instrumentation. Biosensors Bioelectron. , 8 

(1993) 347 - 353 und J.E. Fletcher et al: A Rapid, 
Biosensor-based, assay for PSA in Whole Blood, Tumor 
Marker Update Vol. 5, No. 5 (1993). So liegen die 
Nachweisgrenzen, bei dem von S. Sjblander und C. Ur- 

25 baniczky beschriebenen Sensor bei 0,5 ng/ml ( FCFD ) . 

Eine weitere Vorrichtung ftir den Fluoreszenznachweis 
biologischer Reaktionen mittels Evaneszenzfeldanre- 
gung eines Schichtwellenleiters ist in WO 94/27137 
30 beschrieben, wobei dort eine Nachweisgrenze bei Ver- 

wendung eines Ref erenzkanals bei 10' 13 molaren Ldsun- 
gen liegt. 

Bei dieser Losung wird ein planarer Wellenleiter ver- 
35 wendet, an dessen Oberflache voneinander getrennte 
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Felder vorgesehen sind, auf bzw. in denen FSngermole- 
ktile immobilisiert sind und ftir die verschiedenen 
Felder auch verschiedene Proben mittels Evaneszenz- 
feldanregung in Form von Fluoreszenzimmunoassys be- 
stimmt werden konnen. Dabei wird das Licht zwingend 
tiber eine Stirnfl&che des planaren Wellenleiters , in 
einer bevorzugten Ausfuhrung liber eine linsenf ormige 
Ausbildung dieser Stirnflache, in den planaren Wel- 
lenleiter eingekoppelt und an der Grenzflache das 
evaneszente Feld ausgebildet und Fluoreszenz ange- 
regt. Das Fluoreszenzlicht tritt an der gegeniiberlie- 
genden Seite des Wellenleiters aus und kann mit den 
iiblichen Detektoren gemessen werden, wobei die 
Strahlfuhrung mit verschiedenen optischen Elementen 
beeinf luBt werden kann. Dadurch treten zwei wichtige 
Nachteile auf , die die MeBempf indlichkeit , wie be- 
reits erwahnt, negativ beeinf lussen. Zum einen ist 
eine Beeinf lussung des Fluoreszenzlichtes verschiede- 
ner Proben, die in den Feldern enthalten sind, nicht 
auszuschlieBen, da eine vollstandige optische Tren- 
nung nicht moglich ist und zum anderen treten Proble- 
me durch die ausschlieBliche Einkopplung des Lichtes 
Ober die Stirnseite des Wellenleiters auf, so daB 
grdfiere Lichtverluste in Kauf genommen werden miissen. 

Zur Verringerung des Streulichteinf lusses wird dort 
zwar die Verwendung von entsprechenden optischen Fil- 
tern vorgeschlagen, die jedoch ebenfalls Fluoreszenz- 
lichtverluste hervorrufen und die bereits erwahnte 
Beeinf lussung des Fluoreszenzlichtes der verschiede- 
nen Proben nicht vollstandig verhindern konnen. 

In der EP 0 519 622 A2 ist eine andere Vorrichtung 
zur Durchfflhrung von Assays durch Evaneszentf eldanre- 
gung beschrieben, bei der ein schalenf ormiger Sensor 
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verwendet werden soil, wobei das Licht far die Fluo- 
reszenzanregung uber eine ebene oder gewolbte Flache 
des schalenformigen Sensors in die Mantelflache des 
Sensors eingekoppelt und die Fluoreszenz in der auf 
5 die auBere Mantelflache des Sensors auf gebrachten 

Probe angeregt wird. Das Fluoreszenzlicht gelangt 
wieder uber die Mantelflache des schalenformigen Sen- 
sors und die ebene bzw. gewolbte Flache, tiber die das 
Anregungs licht in die Mantelflache des Sensors einge- 

10 koppelt wird, uber ein optisches System zu einem De- 

tektor, mit dem die Intensit&t des Fluoreszenzlichtes 
bestimmt werden kann. Dabei wird nach einem Ausftih- 
rungsbeispiel das Anregungslicht uber einen halb- 
durchlSssigen Spiegel in den Sensor eingekoppelt und 

15 das Fluoreszenzlicht durch den halbdurchlassigen 

Spiegel auf den Detektor gerichtet. Mit einer solchen 
Vorrichtung kann prinzipiell gleichzeitig nur eine 
einzige Probe detektiert werden. 

20 In WO 95/03538 ist ein optischer Biosensor beschrie- 

ben, bei dem eine Lochplatte, deren Locher in einer 
Matrixanordnung ausgebildet sind, in Verbindung mit 
einem planaren Wellenleiter und einer Grundplatte 
beschrieben. Das Licht einer Lichtquelle wird auf die 

25 Grundplatte gerichtet und uber den Lochern der Loch- 

platte ausgebildete Beugungsgitter in den Wellenlei- 
terfilm eingekoppelt. Durch die in den Lochern aufge- 
nommenen Proben tritt eine Anderung des Brechungsin- 
dex des Wellenleiterf ilms auf, der zu einer Ver&nde- 

30 rung des des Winkels des austretenden Lichtes fuhrt, 

die als MeBwert ausgenutzt wird. 

In der DE 41 15 414 Al ist ein miniaturisiertes Che- 
mo- und Biosensoreleraent mit ionenselektiver Membran 
35 beschrieben, das in einem Siliciumsubstrat sich ver- 
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jungende Offnungen aufweist und in das so erhaltene 
Containment eine Fltissigkeit, mit der eine ionense- 
lektive Membran ausgebildet werden kann, eingefiillt 
wird. 

5 

Die LSsungen, die von S. Sjolander und C. Urbaniczky 
sowie R. Cush et al beschrieben worden sind, weisen 
Brechzahlanderungen nach, die durch eine Anlagerung 
von Analyten an einer Oberflache hervorgeruf en wer- 

10 den. Die gemessene Brechzahlanderung beinhaltet je- 

doch nicht ausschlieBlich die jeweils zu untersuchen- 
de Anlagerung und die erreichbare Selektivitat ist 
demzufolge nicht in jedem Fall gegeben. Ftir die ent- 
sprechend durchgefuhrten Messungen ist ein sehr hoher 

15 apparativer Aufwand erf orderlich, der sich auch in 

relativ hohen Kosten widerspiegelt . Untersuchungen 
mehrerer Proben, die gleichzeitig durchgeftihrt werden 
konnen, ist nicht moglich. 

20 Bei dem von J.E. Fletcher et al beschriebenen Biosen- 

sor bewirkt die relativ groBf ISchige Anregung der 
Fluoreszenz und deren evaneszentes Einkoppeln in ei- 
nen Schichtwellenleiter im FCFD eine relativ geringe 
Empf indlichkeit . 

25 

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, eine Mdg- 
lichkeit zu schaffen, mit der relativ einfach und mit 
hoher Genauigkeit die Detektion an einer groBen An- 
zahl von Proben in sehr kurzer Zeit durchgeftthrt wer- 
30 den kann. 

Erf indungsgemaB wird diese Aufgabe durch die Merkmale 
des Patentanspruchs 1 geldst. 

35 Die erfindungsgemaBe Anordnung besteht im wesentli- 
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chen aus einem plattenf ormigen Substrat, das zur De- 
tektion mehrerer Proben lokal strukturiert ist, wobei 
die Strukturierung bevorzugt in Form eines zweidimen- 
sionalen Arrays, wie sie beispielsweise von den be- 
5 kannten Mikrotiterplatten bekannt ist, ausgebildet 

werden soil. 

Entsprechend der im Substrat oder der nur in einer 
Puf f erschicht ausgebildeten Strukturierung kann de- 

10 tektorseitig ein Linsenarray aufgesetzt werden , wobei 

die Strukturierung und auch das Linsenarray sehr 
klein ausgebildet sein konnen, so daB auf einem 
kleinf lSchigen Substrat eine groBe Anzahl von auf 
verschiedenen Proben aufgebracht und detektiert wer- 

15 den konnen. An Stelle des Linsenarrays kann aber auch 

eine der Strukturierung angepaBte Linse, z.B. eine 
Fresnellinse hierfiir verwendet werden. Auf der dem 
Linsenarray abgewandten Seite des Substrates kann 
eine Puf f erschicht und ein entsprechend der im Sub- 

20 strat eingearbeiteten Strukturierung ausgebildetes 

Wellenleiterarray aufgebracht werden. 

Jede der im Substrat eingearbeiteten Mikrostruktur 
definiert einen Fluoreszenzanregungs- und -nachweis- 
25 kanal fur jeweils eine der zu detektierenden Proben. 

Fur die Anregung des Fluoreszenzlichtes bestehen 
prinzipiell zwei Moglichkeiten, so kann einmal das 
evaneszente Feld in einem Wellenleiterarray ausgebil- 

30 det werden, das auf der Seite des Substrates ausge- 

bildet ist, die der Detektorseite gegenuberliegt . Die 
zweite Moglichkeit der Anregung besteht darin, das 
Anregungslicht uber das der Strukturierung im Sub- 
strat angepaBte Linsenarray auf die einzelnen Proben 

35 zu richten, wobei in jedem Fall das Fluoreszenzlicht 
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uber das am Substrat detektorseitig angeordnete Lin- 
senarray auf dem Detektor abgebildet werden kann. Der 
Detektor ist hierfiir ebenfalls in Form eines Arrays, 
z.B. als CCD-Array ausgebildet, so daB das Fluores- 
5 zenzlicht jeder einzelnen Probe gesondert detektiert 

werden kann. 

Fur den Fall der Evaneszentf eldanregung besteht aber 
auch die Moglichkeit, auf das Linsenarray zu verzich- 
10 ten und daftir ein der Strukturierung angepaBtes De- 

tektorarray auf das Substrat aufzusetzen bzw. an die- 
ses so anzordnen, daB die verschiedenen Proben selek- 
tiv detektiert werden konnen. 

Die Strukturierung der Substrate, die beispielsweise 
aus der Halbleitertechnik bekannte Formate von 
4"x 4" aufweisen konnen, sind mit den dort bekann- 
ten Bearbeitungsverfahren fur Silicium einfach und 
kostengunstig herstellbar, dabei kann auf einem sol- 
chen Substrat eine Mikrostrukturierung erreicht wer- 
den, die eine Probenanzahl von bis zu l0 6 /cm 2 ermog- 
licht. 


15 


20 


Das erf indungsgemaB zu verwendende Substrat kann vor- 
25 teilhaft sichern, daB die verschiedensten Fluores- 

zenzlichtsignale, die mit dem Detektorarray ausgewer- 
tet werden sollen, sich nicht gegenseitig beeinflus- 
sen bzw, liberlagern, so daB jeder Probe ein eindeuti- 
ger MeBwert ohne StorgroBen zugeordnet werden kann . 
30 Hierfiir besteht das Substrat bevorzugt aus einem Ma- 

terial, das bei der/den Lichtwellenlangen des Fluo- 
reszenzlichtes dieses absorbiert. Fur die gleiche 
Wirkung besteht jedoch die M6glichkeit, die jeweili- 
gen Wandungen in der Strukturierung des Substrates 
35 reflektierend auszubilden, so daB dieser unerwunschte 
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Effekt verraieden werden kann. 

Die bevorzugte Strukturierung im Substrat, durch Aus- 
bildung von pyramiden- oder kegelf orraigen oder auch 
5 senkrechten Durchbruchen hat weiter den Vorteil, daB 

das Fluoreszenzlicht giinstig reflektiert und dadurch 
gesammelt in Richtung auf das Linsenarray und demzu- 
folge auch auf die jeweiligen Detektoren gerichtet 
werden kann. 

10 

Mit der erf indungsgemaBen Anordnung ist die Detektion 
von Molekiilkonzentrationen, die 10" 12 molar oder ge- 
ringer sind, in groBer Anzahl fur verschiedene Proben 
in sehr kurzer Zeit moglich. AuBerdem kann das anre- 

15 gende Licht exakt definiert auf die jeweilige Probe 

gerichtet und das jeweils entsprechende Fluoreszenz- 
licht, bei weitestgehender Vermeidung von Streulicht- 
anteilen oder anderen StorgroBen direkt auf den je- 
weiligen einer einzigen Probe zugeordneten Detektor 

20 gerichtet und der entsprechende Analyt gegebenenf alls 

auch guantitativ bestiromt werden. 

Mit der erf indungsgemaBen L6sung kann nicht nur eine 
verbesserte ortsauf geiaste Messung durchgeftihrt wer- 
25 den, es besteht optional die Moglichkeit mit einer 

entsprechenden zeitlich steuerbaren Detektoranordnung 
(z.B. triggerbare CCD-Kamera und elektronische Ver- 
zogerungseinheit) auch zeitaufgel6ste Messungen 
durchzuf iihren . 

30 

Nachfolgend soli die Erfindung anhand von Ausftih- 
rungsbeispielen naher beschrieben werden. 

Dabei zeigen: 


35 
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Figur 1 ein Ausf uhrungsbeispiel einer erfindungs- 

gemSBen Anordnung mit Fluoreszen2anregung 

tiber evaneszentes Feld; 
Figur 2 ein zweites Ausfuhrungsbeispiel einer er- 
5 f indungsgemSBen Anordnung mit Fluoreszenz- 

anregung uber Mikrolinsenarray; 
Figur 3a eine Anordnung nach Figur 1 mit und ohne 

Linsenarray; Probe auf der umstrukturierten 

Seite; 

10 Figur 3b eine Anordnung mit bis zur Wellenleiter- 

schicht reichenden Durchbruchen mit und 
ohne Linsenarray, und Proben in Durchbrtt- 
chen ; 

Figur 4a eine Anordnung mit zusatzlicher Zwischen- 
15 schicht und unterhalb von Wellenleiter und 

Substrat angeordneten Proben; 
Figur 4b eine Anordnung mit zusatzlicher Zwischen- 
schicht und oberhalb des/der Wellenleiter 
angeordneten Proben und 
20 Figur 5 eine Anordnung mit einer strukturierten 

Pufferschicht. 


Bei dem in der Figur 1 dargestellten Beispiel einer 
erf indungsgemaBen Anordnung wird ein Siliciumsubstrat 
25 1, z.B. ein bekannter Siliciumwaf er verwendet, der 

einseitig mit einem Schichtpaket aus dotiertem Sili- 
ciumdioxid Oder einem anderen Silikat versehen wird, 
dargestellt. Dabei besteht das Schichtpaket aus einer 
Puf ferschicht 3 und einer Wellenleiterschicht 4. 

30 

Auf der entgegengesetzten Seite, also der Seite, die 
zu einem nicht dargestellten Detektorarray weist, 
Durchbruche 6 in Form eines regelmaBigen Arrays im 
Substrat 1 ausgebildet. Die Durchbruche 6 konnen z.B. 
35 durch anisotropes Atzen in das siliciumsubstrat 1 
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eingebracht werden, wobei das Siliciumdioxid als Atz- 
stoppschicht wirkt und demzufolge die Durchbrttche 6 
an der Siliciumdioxidschicht, also an der Puffer- 
schicht 3 enden. 

5 

Die Durchbrache 6 konnen dabei Pyramiden- und Kegel- 
form oder auch Quaderform aufweisen, und dienen zur 
Trennung der verschiedenen Fluoreszenzlichtstrahlen 
fur die jeweiligen Proben 5, die unterhalb der Wei- 
10 lenleiterschicht 4 den Durchbruchen 6 zugeordnet und 

bevorzugt unter Verwendung von jeweils selektiven 
Immobilisierungsschichten aufgebracht sind. Die Pro- 
ben 5 k6nnen dabei, je nachdem, sowohl flussige als 
auch feste Konsistenz aufweisen. 

15 

Erfolgt die Fluoreszenzanregung ttber das evaneszente 
Feld der Wellenleiter 4, wird das Fluoreszenzlicht 
far jede Probe 5 durch die entsprechende Durch- 
brechung 6 liber eine der Linsen des Linsenarrays 2 
20 auf einen Detektor eines Detektorarrays gerichtet, 

wobei jeweils ein Einzeldetektor des Detektorarrays 
einer Probe 5 zugeordnet ist und demzufolge die In- 
tensity einer Fluoreszenz fur jeweils eine Probe 5 
gemessen werden kann. 

25 

Neben Silicium konnen auch andere Substratmateria- 
lien, wie z.B. verschiedene Polymere eingesetzt wer- 
den, die beispielsweise eingefarbt sind und so das 
Fluoreszenzlicht aus verschiedenen Proben absorbiert 

30 wird, so daB Ubersprechen zwischen den NachweiskanS- 

len vermieden werden kann- Bei beispielsweise polyme- 
ren Substratmaterialien kann deren Strukturierung 
neben Atzverfahren (Trockenatzverf ahren) auch durch 
eine entsprechende Laserbearbeitung oder mittels Re- 

35 plikationstechniken erfolgen. 
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Bei dem in der Figur 2 dargestellten Beispiel einer 
erf indungsgemaBen Anordnung wird wiederum ein Sub- 
strat 1 mit einer Puf f erschicht 3 versehen, an der 
verschiedene Proben 5 den jeweiligen Durchbruchen 6 
5 zugeordnet immobilisiert werden kannen. Innerhalb des 

Substrates 1, also wieder in Richtung auf den nicht 
dargestellten Detektor weisend, ist ein Linsenarray 2 
mit jeweils einer einem Durchbruch 6 zugeordneter 
Einzellinse aufgesetzt, rait der Hilfe das Fluores- 
10 zenzlicht auf jeweils einen Detektor des Detektorar- 

rays gerichtet werden kann. 

Die Fluoreszenzanregung erfolgt durch Anwendung min- 
destens einer Lichtquelle 7, die bevorzugt ein Laser 
15 oder eine Laserdiode sein kann. 

Erfolgt die Fluoreszenzanregung ttber ein Mikrolinsen- 
array, gelangt das Licht der Lichtquelle 7 ttber eine 
Optik 10 auf ein zweites Linsenarray 8 und wird von 

20 dort tiber einen halbdurchlassigen Spiegel 9 durch 

jeweils einen Durchbruch 6 auf eine einzelne Probe 5 
gerichtet. Das Fluoreszenzlicht der jeweiligen Probe 
5 kann den halbdurchlassigen Spiegel 9 in Richtung 
auf das nicht dargestellte Detektorarray passieren. 

25 Die Anzahl der einzelnen Linsen in den beiden Linsen- 

arrays 2 und 8 ist identisch, wobei die Anordnung der 
einzelnen Linsen im Linsenarray 8 genau so gewahlt 
wird, daB jeweils Licht, das durch eine Linse des 
zweiten Linsenarrays 8 tiber den halbdurchlassigen 

30 Spiegel 9 genau durch eine Durchbrechung 6 in Rich- 

tung auf eine Probe 5 zur Fluoreszenzlichtanregung 
gerichtet werden kann. 

Bei Bedarf konnen jedoch auch zwei Lichtquellen ein- 
35 gesetzt werden, die Licht unterschiedlicher Wellen- 
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aussenden, wobei hierfilr giinstigerweise jeweils ge- 
trennte 2weite Lichtwellenarrays 8 verwendet werden. 

5 Es besteht aber auch die MSglichkeit, vor bzw. nach 

den einzelnen Linsen der Linsenarrays 2 und 8 Filter 
und/oder Polarisatoren einzusetzen, um den Fehlerein- 
fluB weiter zu verringern. 

10 Die in den Figuren 1 und 3a gezeigte Anordnung mit 

der Wellenleiterschicht 4 wird in einem zus&tzlichen 
Arbeitsgang, der von der Herstellung der Durchbriiche 
6 unabhangig ist, mit einem Beschichtungs- , Maskie- 
rungs- und StrukturierungsprozeB behandelt, so daB 

15 ein Streif enwellenleiterarray entsteht, dessen Struk- 

tur an die im Substrat 1 ausgebildete Struktur mit 
den Durchbriichen 6 angepaBt ist. 

Im Nachgang hierzu konnen dann unterschiedliche se- 
20 lektive Immobilisierungsschichten, den verschiedenen 

Durchbriichen 6 zugeordnet, aufgebracht werden, so daB 
jeweils unterschiedliche Analyten immobilisiert und 
detektiert werden konnen. 

25 Vorteilhaft kann eine solche modifizierte Sensorfla- 

che den AbfluB einer Durchf luBmeBzelle bilden, durch 
die Proben- und Ref erenzlosung eingebracht werden 
konnen . 

30 Ein wei teres Beispiel ftir eine erf indungsgemaBe An- 

ordnung ist in der Figur 3b gezeigt. Bei diesem Bei- 
spiel wurde auch die Siliciumdioxidpuf f erschicht 3 
durchgeatzt und es entstanden HohlrSume fiir die Auf- 
nahme von Proben. Dabei ist die Wellenleiterschicht 4 

35 am Boden der jeweiligen Durchbriiche 6 mit einer Immo- 


WO 98/57151 


PCT/EP98/03535 


15 

bilisierungsschicht fur die verschiedenen Substanzen 
(Biomolekiile) versehen. In die Durchbruche 6 konnen 
z.B. mit einer bekannten Pipettiervorrichtung die 
jeweiligen Proben eingebracht werden und die Fluores- 
zenzanregung so erfolgen, wie dies bei der Beschrei- 
bung der Figur 2 der Fall ist. 

In den Figuren 4a und 4b sind mogliche Varianten fur 
die Anordnung einer zus&tzlichen Zwischenschicht 4a 
dargestellt, die die Immobilisierung der Proben ver- 
bessern sollen. Eine solche Zwischenschicht 4a ist 
aus einem fur das Anregungslicht transparenten Mate- 
rial und wird rait einer kleinen Dicke (ca. 10 bis 50 
nm) ausgebildet, die sicherstellt , daB die Ausbildung 
des evaneszenten Feldes nicht oder nur sehr geringfii- 
gig beeinfluBt wird. 

Geeignete Materialien sind z.B. Silikat, Quartz, die 
mit dem gleichen Verfahren aufgebracht werden konnen, 
mit dem auch die Wellenleiter ausgebildet werden. Es 
konnen aber auch optisch und biologisch bzw. chemisch 
geeignete Polymere als Zwischenschichtmaterial ver- 
wendet werden. 

Bei dem Beispiel nach Figur 4b, kann eine solche Zwi- 
schenschicht 4a, in nicht dargestellter Weise, auch 
als dunner Fltissigkeitsf ilm in den Durchbrechungen 6 
im Substrat 1 unmittelbar zwischen Puf f erschicht 3 
und Probe 5 ausgebildet werden. 

In der Darstellung nach Figur 4a sind die Proben 5 
unterhalb der Wellenleiter 4 angeordnet, wobei die 
zusatzliche Zwischenschicht 4a zwischen den Proben 5 
und Wellenleiter 4 ausgebildet ist. Darilber sind wie- 
der Pufferschicht 3 und strukturiertes Substrat 1 
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vorhanden. Bei diesem Beispiel ist eine Mikrooptik 11 
optional Qber deiii strukturierten Substrat 1 vor dem 
nicht dargestellten Detektor angeordnet. 

5 Beim in der Figur 4b gezeigten Beispiel sind die Pro- 

ben 5 in den Durchbriichen 6 des Substrates 1 aufge- 
nommen und zwischen Proben 5 und Puf f erschicht 3 die 
Zwischenschicht 4a angeordnet. 

10 Das in Figur 5 dargestellte Beispiel verwendet eine 

strukturierte Puf f erschicht 3a, in der Durchbruche 12 
ausgbelildet sind. Die Proben 5 konnen in diesen 
Durchbriichen 12 wieder auf der zusatzlichen Zwischen- 
schicht 4a immobilisiert werden. Der ttbrige Teil der 

15 entsprechenden Anordnung ist hier wieder aus den Ein- 

zelelementen Substrat 1 (auf das ggf . verzichtet wer- 
den kann), Wellenleiter 4 und Puf f erschicht 3 gebil- 
det, wobei hier das Substrat unstrukturiert sein 
kann. 

20 

Die mit den Durchbriichen 12 versehene Puf f erschicht 
3a ist aus einem Material, das die Wellenleitung, 
wenn uberhaupt nur geringfiigig beeinfluBt. Die Durch- 
bruche 12 sind so ausgebildet und dimensioniert , daB 

25 das evaneszente Feld der Wellenleiter 4 im Bereich 

der Zwischenraurae zwischen den Durchbriichen 12 die 
Oberflache der Puf f erschicht 3 nicht erreicht und 
eine Beeinf lussung des Fluoreszenzlichtes ausge- 
schlossen ist. Die Fluoreszenzanregung kann, wie be- 

30 reits beschrieben erfolgen, und das Fluoreszenlicht 

tritt mit einer entsprechenden Apertur aus den Durch- 
briichen 12 aus und kann mit der hier gezeigten 
Mikrooptik 11 Oder einem Linsenarray 2 bzw. einer 
strukturierten Linse auf ein nicht gezeigtes Detekto- 

35 rarray zur ortsauf gelosten Auswertung der einzelnen 

Fluoreszenzintensitfiten, gerichtet werden. 
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Patentanspruche 

1. Anordnung zur Detektion biochemischer oder che- 
mischer Substanzen mittels Fluoreszenzlichtanre- 
gung, bei der 

ein plattenformiges Substrat (1) oder eine Puf- 
f erschicht ( 3 ) zur Detektion verschiedener Pro- 
ben (5) lokal definiert strukturiert ist und 
detektorseitig ein der Strukturierung entspre- 
chend ausgebildetes Linsenarray (2) oder eine 
der Strukturierung angepaBte Linse zur Abbildung 
des Fluoreszenzlichtes der verschiedenen Proben 

(5) vor einem Detektorarray angeordnet oder ein 
der Strukturierung des Substrates (1) entspre- 
chend ausgebildetes Detek- 
torarray auf das Substrat (1) aufsetzbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Strukturierung in Form von Durchbriichen 

(6) als Fluoreszenznachweiskanal und/oder Fluo- 
reszenzanregungskanal fur jeweils eine zu detek- 
tierende Probe ausgebildet ist. 

2. Anordnung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB entsprechend der 
Strukturierung verschiedene selektive Immobili- 
sierungsschichten aufgebracht sind. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Durchbruche (6) 
pyramiden- oder kegelformig oder auch senkrecht 
und zumindest bis zu einer Puff erschicht (3) in 
Substrat (1) ausgebildet sind und die Puffersch- 
sicht (3) auf dem Substrat (1) einseitig dotiert 
ist. 
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Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daB die Proben in den 
Durchbruchen (6) oder auf der ebenen Seite der 
Anordnung gegemiber den Durchbruchen (6) immobi- 
lisiert sind. 

Anordnung nach einem der Ansprttche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, da£ das Substrat (1) aus 
einem das Fluoreszenzlicht absorbierenden Mate- 
rial besteht oder an seiner Oberflache fttr Fluo- 
reszenzlicht ref lektierend oder absorbierend 
ausgebildet ist. 

Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 5 , 
dadurch gekennzeichnet , daB die Wandungen der 
Durchbriiche (6) Fluoreszenzlicht ref lektieren. 

Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Anregung der 
Fluoreszenz iiber das evaneszente Feld erfolgt. 

Anordnung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB auf der dem Linsen- 
array (2) oder der Linse abgewandten Seite des 
Substrates (1) ein Schichtpaket , bestehend aus 
einer Puf f erschicht (3) und mindestens einem 
Wellenleiter (4) oder einem der Strukturierung 
angepaBten Wellenleiterarray (4) aufgebracht 
ist. 

Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Substrat (1) aus 
Silicium, Glas, glasartigem Material oder einem 
Polymer und die Puf f erschicht (3) und der/die 
Wellenleiter (4) aus einem Silikat, Glas, glas- 
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artigem Material oder einem Polymer bestehen. 

10. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 6 
dadurch gekennzeichnet , daB das Anregungslicht 

5 mindestens einer Lichtquelle (7) uber ein zwei- 

tes Linsenarray (8) oder eine der Strukturierung 
angepaBte zweite Linse durch das erste Linsen- 
array (2) oder die erste der Strukturierung an- 
gepaBte Linse auf die Proben (5) gerichtet ist. 

10 

11. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen dem ersten 
und dem zweiten Linsenarray (2, 8) und/oder den 
Linsen ein halbdurchl&ssiger Spiegel (9) ange- 

15 ordnet ist. 


12. Anordnung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 

dadurch gekennzeichnet, daB auf dem Wellenleiter 
(4) eine filr das Anregungslicht transparente 
20 Zwischenschicht (4a), mit einer kleinen Dicke, 

die die Evaneszentf eldanregung nahezu nicht be- 
einfluBt, auf der die Proben immobilisieren, 
angeordnet ist. 

25 13. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung nach 

einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB auf einer Seite eines Substrates (1) eine 
Pufferschicht (3) aufgebracht und im Substrat 

30 (1), ausgehend von der hierzu abgewandten Seite 

Durchbrechungen (6) zumindest bis zur Puffer- 
schicht (3) ausgebildet werden. 


35 
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14. Verfahren zur Herstellung einer Anordnung nach 
einem der Ansprtiche 1 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet , daB auf einer Seite des 
Substrates (1) eine Puffer- und eine Wellenlei- 
5 terschicht (3, 4) aufgebracht, im Substrat (1) 

ausgehend von der abgewandten Seite Durchbre- 
chungen (6) zuinindest bis zur Puf f erschicht (3) 
ausgebildet werden und mit einem Strukturie- 
rungsverfahren ein Streifenwellenleiterarray (4) 
10 jeweils den Durchbruchen (6) zugeordnet ausge- 

bildet wird. 


15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14 

dadurch gekennzeichnet, daB auf die Puffer- 
15 schicht (3) oder die Streif enwellenleiterstruk- 

tur (4) verschiedene selektive Immobilisierungs- 
schichten, den Durchbriichen (6) zugeordnet, auf- 
gebracht werden. 


20 16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Durchbrechungen 
(6) bis zur Streif enwellenleiterstruktur (4) 
ausgebildet und die verschiedenen Immobilisie- 
rungsschichten auf der Streifenwellenleiter- 

25 struktur (4) in den Durchbruchen (6) aufgebracht 

werden . 
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0 Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen T 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik detlniert, 
aber nicht ale besondere bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Ookument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

V Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweif elhaft er- 
scheinen zu iassen, Oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden , y , 
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eine Benutzung, etne Aussteilung Oder andere MaBnahmen bezleht 
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oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
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Veroffentlichung von beaonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann alleln aufgrund dleser Verdftentlichung ntcht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischerTatigkeit beruhend betrachtet 
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